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論 文
内
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旨
覇 究
目
的
 本研究は抗酸菌のうち入型結核菌のみが培地中に特に多くの遊維ナィアシンを産生する機構の
 解明を目的とし,抗・1喪菌1てお・ける酸化還元助酵素NA工)(NicO七inamidead・enlned・i-
 nUCleoUde)の合成経路むよび分解経路を追求したものである。
研
究
方 法
 NADの合成冷よび分解経路の追求には,主として基質に放射性同位元素で標識した物質(キ
 ノリン酸一C14,ナイアシンーCエ4,ナイ了シンリボヌクレオタイドーC14)を用い,粗酵素と
 して抗酸菌無細胞抽出液を用いた。反応生成物の分離はイオン交換樹脂カラムク・マトグラフイ
 ーにより,同定はぺ一パーク・マトグラフイ一処よつた。また放射性同位元素で標識しない基質
 を用いた際のピリジン誘導体の測定は微生物定量法によつた。
務究成績
 1)抗酸菌培養濾液むよび菌体中の総ナイアシンと遊離ナイアシン量を乳酸菌変異株を用いた
 微生物定量法により測定した結果,人型結核菌H37Ra株は培地中に乾燥重量1解あたり12.0
 μ9のナイアシンを産生し,このうち百日.55μ9が遊離型である。これに対し非定型抗酸菌P-
 8株が産生する遊離ナイアシンの量は0.25μ9であり両者の間に約40倍の差を認めた。2)カ
 ラムク・マトグラフイー,微生物定量法,放射生炭酸ガス測定法により観察した結果,抗酸菌に
 於てはNADの中間物質であるd.eamid.o-N},iN61iacinribOnuCleOtid.6)はキノリ
 ン酸とPRPP(5-phO6p虹Gribosy1-1-pyrOphO8phaもe)とから生合成されること
 が確かめられた。しかもその生成量は人型結核菌が最も多く5Z1彫mOle8の基質から祖5
 乃至12.4恥μmoユe8のdeamiαo-NMNが生成され,牛型結核菌は約その%,その他の抗
 醸菌は%程度の生成をみたに過ぎなかった。5)d6amiαo-NMNとATPとを抗酸菌無細胞抽
 出液と身晴慶するとd・ea皿idO-NAD(nlacin巳d.eain∂dinucエeO七id.e)の生合成
 の行われることが観察された。すなわち入型菌,,犠型歯の抽出液を粗酵素としたとき,父5協μ
 皿01e8のdeamido一至JM}丁から,それぞ:h.,2.27ふよびO.7211堪moleeのdeamiao
(
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 HADか生戒された。4)deamiαo-NADは抽出液中のNADs7ntheta8eにより,
 ATPとグルタミンの存在下にa通idateされて,最終的にNADの合成がみられることを確
 め得た。この酵素活性を入型菌および鳥型菌の抽出液て比較ずると餉者は後者の約2.4倍の活性
 を存ずる。5)};ADa8eおよびαea辺idO-NADa8e活性を各種抗酸菌で比・該したところ鳥型
 菌お・よびヲ昌定型抗酸菌の遅発育菌勾〔抽出重夜を100。,さ分以_上方[醒》匙玉里」ず匠)ことによりNAD
 a8e活性を示すに至るが,人型結核菌を含めてその他の抗酸菌はNADa.8e活性を欠く,また
 deamidO-NADa8e活性はどの菌種でも認められなかった。6)dea皿idO-NMエ∬を,活性
 炭処理によりATPfreeにした抗酸菌無i細胞抽出液と騨潰したところ,αeamido-NMNは
 分解されてniacinribonuc■eC8i噂eむよび遊離のナイアシンの生成が認与れた。すな
 わち人型菌,.鳥型菌の無細胞抽出液はATPfreeの状態ではd.eamid.O-NMN-nucleo一
 七ida8e、むよび一且ucleo8ida86活性を示すことが知られた。この2酵素活性の人型菌と
 ,島型菌に分ける差は前者で後者の約2倍の強さであった。7)ナイァシツを前駆物質として
 dea僧ido-NM四が生成されるか否かを各種抗酸菌で比較したところ人型結擾菌以外の抗酸菌
 ではこの機構が存在するのに対し人型結核菌ではこの機構を欠ぐ。
結 論
 抗酸菌のうち人型結核菌が特に多くナイアシンを培地中に産生する機序を知ろうとし、て種々抗酸
 菌を用いてNAD合成経路を追求し,一方その中間物質の分解を検討した結果,次の結論を得た。
 すなわち抗酸菌はキノリン酸とPRPPとからdeamido-NMNを合成する。これはATPの存
 在下にd.oamidO-NADを経てNADにまで合成されるが他方ATP濃度の低い状態ではni-
 acinribonucleOsiαe齢よび遊離ナイアシンに分解される。このさい,キノリン酸か
 らのdeamiこ。-NMNの生成は人型結核菌で特に多く,牛型結核菌がこれについで多く,その
 他の抗酸菌では生成量がきわめて少ない。すなわち抗酸菌各種間に於けるキノリン酸とPRPPと
 からのdea皿ido-NM聾の生成量は培地中へのナイアシン産生量と平行する。一方人型結核菌
 以外の抗酸菌は吐eamiαc-1麗Nの分解によって生じた遊離ナイアシンを利用し・PRPPお
 よびATPの存在下でdeamido-NMNを再合成し,これからNAエ)を合成し得るが,これに
 対し人型結核菌にむいてはこの機構が欠如している。そのためdea皿iαo-NMNの分解により
 生じたナイアシンは再びNAD合成.纏路に入り込み得ず菌体外に産出される。以上の事実はナイ
 アシンテストの基礎である入型結核菌のナイアシン代謝の特異性をよく説明し得るものと考える印
ぎ
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 岬い
 審査結果の要旨
 抗酸菌を含めて細菌における酸化還元」助酵素NAD(Nico七inamideAd・enine
 DinUCleo七iαe)の代謝経路は未だ充分に解明されていない心
 本研究は人型結核菌のナイアシン代謝特異性の解明を目的として,抗酸菌におけるNADゐ合
 成経路および分解経跳を追求した屯のである・
 抗酸菌無細胞抽出液を粗酵素とし,王に放射性同位元素標識物質,キノリン酸一〇M,ナイァ
 シンーe1先ナイァシンリボヌクレオタイドー01先などを基質としたσまた反応生成物の分離
 はイオン交換樹脂カラムク・マトグラフイーによ軌同定はベーパーク・マトグラフイーによ軌
 非放射性ピリジン誘導体の測定には微生物定量法を用いた実験から以下に述べる事実を明らかに
 し得た。
 すなわち抗酸菌にはキノリン酸を前駆体とするNAD合成経路が存在する。また遊離ナイアシ
 ンぱキノリン酸を前駆体として生合成されるNAD合成経路の中間物質ナイアシンリボヌクレオ
 タイド(deamid・o一噛MN)からの分解産物であること・さらに抗酸菌にはこの.dea皿ido-
 NMNを中心としNADへの合成およびナイアシンヘの分解を規制する代謝調節椴松が存在し,
 この間の調節を司どる物質はATPであることを明らかにし得た。
 一方人型結核菌以外の抗酸菌ではdeamiαo-NMNの分解により生成されたナイアシンをふ
 たたびNAD合成経路にとり込むナイアシン代謝回路が存在する。これに対し人型結核菌でなこ
 の代謝回路を欠ぐと云う事実を確認し得た。このことから抗酸菌のうち人型結核菌のみが特に多
 量の遊離ナイアシンを培地中に産出する機序を解明し得た。
 以上本研穽は抗酸菌に敷けるナィァジン産生経路として従来推定されていたトリプトフアン経
 路を除外し,これに代わって新たにキノリン酸を前駆体としATPにより調節されるNADの合
 成および分解縷の存在を明らかにするとと屯に,NADの中間物質αeamiαo-NMNの分解
 によるナイアシン産生機構を明らかにした。また人型結核菌に歩ける培地中へのナイアシン産出
 機序をも解明した。
 よって本論文は学位を授与するに値するものと認める。
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